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 ORF : open reading frame 
PAGE : polyacrylamide g l electrophoresis 
PBS  : phosphate-buffered saline 
PCR  : polymerase chain reaction 
PMS : pregnant mare serum gonadotropin 
PMSF : phenylmethylsulfonyl fluoride 
PVDF : polyvinylidene difluoride 
RCA : regulators ofcomplement activation 
rpm : rounds per minute 
RT-PCR : reverse transcriptase PCR 
SBP1  : sand bass cofactor protein 1 
SCR : short consensus repeat 
SD : standard eviation 
SDS  : sodium dodecyl sulfate 
SSC : standard saline citrate 
Tris : tris (hydroxymethyl) aminomethane 
Tween 20 :  polyoxyethylene sorbitan monolaurate 
UT  : untranslated region 
VB : veronal buffer 












ず、自己細胞を攻撃 しうる危険性 もある。しか し、補体系の活性化の中心にあるC3
やC3コ ンベルターゼは、自発的に崩壊する短命な分子であるのに加え、補体を制御





ヒ トの 場 合 、 こ れ ら制 御 分 子 群 に は 、 血 液
中 で 機 能 す るCob-bindingprotein(C4bp)、




が 存 在 す る 。 以 上 の 分 子 は 、 約60ア ミ ノ酸
か ら成 る ・shortconsensusrepeat(SCR)ドメ 図2
イ ン と 呼 ば れ る 機 能 ドメ イ ン を 持 っ て い る
(図2)。
shortconsensusrepeat(SCR)
さ らにそ れ 以 外 の補 体 制 御 タ ンパ ク質 は 、C1の活 性 化 を 防 ぐClinhibitor(CIINH)と
補 体 の 最 終 エ フ ェ ク タ ー、MAC(membraneattackcomplex)を制 御 す るCD59が 存 在
す る 。 これ らのcDNAは 、 す べ て ク ロ ーニ ン グ され 、 一 次構 造 が 明 らか に な っ て い
る。 さ らに 、先 に述 べ たSCR型 の補 体 制御 分 子 は 、 ヒ トで は 、第 一 染 色 体 の長 腕 、
バ ン ド1q32に位 置 し、Regulatorsofcomplementactivation(RCA)と呼 ばれ る遺 伝 子 集
落 を形 成 す る(ref1-2)。
これ ら、SCRタ ンパ ク質 は 、一般 に2通 りの制 御 方 式 で 補 体 を制 御 す る 。つ ま り、
1)cofactor活性(C3コ ンベ ル タ ー ゼの 構 成 成 分 で あ るC3bやC4bに 作 用 し、 プ ロテ
ア ー ゼFactorIのコ フ ァ ク タ ー と して そ れ ぞ れ を 切 断 し不 活 性 化 す る)2)decay-
accelerarion活性(C3コ ンベ ル タ ーゼ(C4b2a,C3bBb)に直 接 反 応 し、 そ の解 離 を促
進 す る)の 両 方 あ る いは どち らか の活 性 を 有 し、補 体 の 活 性 化 を制御 す る(図3)。 ヒ



























































質が単離された(ref6-7)。このように抗体 を産生で きない動物種でも、先に示 した
第二経路や レクチン経路依存的な補体系が存在 し、異物排除系 として機能 している
ことが考え られる。特 に、ホヤにおいて は、 レクチ ン経路 のタ ンパク質、MASP
(mannosebindinglectin(MBL)-associatedserineprotease)が存在することから(r f8)、






じほ乳類のヒ トとマウスであっても異なる分子で補体の制御 を行っている。しか し、






分子は、ヒ トのC4bpとFactorHに類似 した一次構造 と機能をもつ分子である。本研
究でさ らに進化的に古い動物であるヤ ツメウナギにおいて補体制御分子(1aSCRp;
lampreySCRprotein)を単離 し、その機能を解析 したので以下に述べる(第二章)。本









タンパク質が特殊化 した形で存在 し(ref13-18)、子宮 卵管の補体の攻撃から精子
を守るために機能すると推測 される。 しか し、精子 に発現するMCPの 機能は、補体
制御以外に卵細胞への精子の結合あるいは融合 と考 えられる。その理 由は、1)ヒト
のMCPは 、精子に多量に発現 し、精子の先体内膜に局在する。2)ヒトのMCPの 抗
体(MH61)がハムスター卵、ヒ ト卵への精子結合あるいは融合 を部分阻害する(ref




子においてMCPが 卵細胞 との結合、融合に関与する分子である直接的な証拠はな く、
その機能は不明である。そ こで本研究では、よ り生理的なMCPの 発現意義を調べる














1-1実 験材 料 お よび試 薬
1-1-1抗体
マ ウス抗 ヒ トCD46モ ノ ク ロー ナ ル抗 体(M177)は、大 阪府 立成 人 病 セ ンタ ーの 松
本 美佐 子 博 士 に よ り供 与 され た 。 ウサ ギ 抗 ニ ワ トリCrempポリク ローナ ル抗 体(1-2-
3参 照)、ウサ ギ抗Chinesehamsterovary(CHO)細胞 株 ポ リク ローナ ル抗 体 は 、筆 者
が免 疫 、精 製 した もの を用 いた 。 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ標 識 ヤ ギ抗 ウサ ギIgG抗 体 は 、
BiosourceInternational社よ り、FITC標識 ヤ ギF(ab')2抗ウサ ギIgG、HTC標 識 ヤ ギ
F(ab')2抗マ ウスIgGは 、AmericanQualexlnternational社よ りそ れ ぞ れ購 入 した 。
1-1-2細胞
ニ ワ トリB細 胞 株DT40細 胞 は 、京 都 大 学 の 武 田俊 一博 士 に よ り供 与 され 、10%fetal
calfserum(FCS)、1%chickenserum、50ｵM2-mercaptoethanol、100units/mlpenicillin、
100ｵg/mlstreptomycinを含 むRPMI-1640培地(LifeTechnologies社)を用 いて継 代 培
養 した 。CHO細胞 株 は 、AmericanTypeCulture(:ollection(ArCC)から購 入 し、10%FCS、
60ｵg/mlkanamycinを含 むHamF12培 地(日 水製 薬 社)を 用 いて継 代培 養 した。 ウサ
ギ 腎細 胞 株RK13細 胞 は 、RIKENCellBankから購 入 し、10%FCS、2mML-glutamine、
60晒g!㎞lkanamycinを含 むMEM培 地(日 水 製 薬社)を 用 いて 継 代 培養 した 。す べ て
の 細胞 は 、37℃、5%CO2存在 下 で 維 持 した 。
1-1-3組織 、血 清
RNAblot、proteinblot解析 に用 い た ニ ワ トリの各 組織 は 、ニ ワ トリの解 剖 図 に従 い速
や か に それ ぞ れ の組 織 を分 離 した 。 分 離 した各 組織 は 、使 用 す る まで一80℃で保 存 し
た 。 ニ ワ トリ、 ヒ ト、 ウサ ギ の 血 清 は 、 それ ぞれ の動 物 か ら採 血後 、4℃ で 一晩 放 置
し、3,000rpm、5分間 の 遠 心 分 離 に よ り血 餅 と血 清 に分 け た 。血 清 は分 注 し、使 用
す る まで一80℃で 保 存 した 。
1-1-4遠心分 離 器
151n1、50mlのチ ュー ブ 容量 の試 料 は 、3,000rpm以下 の低 速 遠 心 分 離 で は 、 日立社
の05PR-22遠心 分 離 器 と付 属 の ロ ータ ー を用 いた 。3,000rpmより高 速 遠 心 分離 で は 、
日立 社 のCR22G遠 心分 離 器 とR10A2ロー タ ーを用 いた 。0.5m1、1.5m1のチ ュ ー ブ
容 量 の 試 料 は 、 トミ ー精 工 社 のMX-160遠心 分 離 器 と付 属 の ロー タ ー を用 いた。
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1-1-5一般 的 な試 薬
一般 的 に用 い られ る試 薬 は 、 すべ て特 級 試薬 を用 いた 。
1-1-6溶液 お よび緩 衝 液 の組 成
本 章 で使 用 した主 な 緩衝 液 等 の組 成 を項 目 ごとに ま とめ て 示 した 。
1)RNAblot解析 関連
20×MOPS泳動 バ ッフ ァー:0.4MMOPS(pH7.0),100mM酢酸 ナ トリウム,
20mMEDTA
5×RNAサ ンプル バ ッフ ァ ー:2mMEDTA,1.3%ホルム ア ルデ ヒ ド,
16%ホ ル ムア ミ ド,10%グ リセ ロー ル,
2×MOPSバ ッフ ァー,BPB(適量)
ゲル 変 性 液:50mMNaOH
ゲ ル 中和 液:200mM酢 酸 ナ トリ ウム(pH4.0)
プ ロ ッテ ィン グバ ッフ ァー(20×SSG:3MNaCl,0.3Msodiumcitrate
メ ンブ ラ ン洗浄 液(1):2×SSC,0.05%SDS
メ ンブ ラ ン洗浄 液(2):0.1×SSC,0.1%SDS
2)SDS-PAGE、proteinblot解析 関連
CBB染 色 液:0.2%(w/v)CoomassieBrilliantBlue(CBB),
45%メ タ ノ ール,9%酢 酸
脱 色 液:5%メ タ ノール,7.5%酢酸
2XSDSサ ンプ ル バ ッフ ァー:0.1MTris-HCI(pH6.8),4%SDS,20%グリセ ロー ル,
BPB(適量),12%β一メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル(還 元 下)
泳 動 バ ッ フ ァ ー:25mMTris,190mMグ リシ ン,0.1%SDS
,転写 バ ツ プ アー(勾:0.3MTris,20%メ タ ノール(pH10.4)
転 写 バ ツプ アー(B):25mMTris,20%メ タ ノ ール(pH10.4)
転 写 バ ッフ ァー(C):25mMTris,40mMグ リシ ン,
20%メ タ ノール(pH9.4)
メ ンブ ラ ン洗 浄 液:0.1%(v!v)Tween20,05MNaCl,
20mMTris-HCI(pH7.4)




FACSバ ッフ ァ ー:0.1%・1.1%NaN3,PI3S
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4)免 疫 染 色 関 連
細 胞 固 定 液:3%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド,
0.1%グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド,PBS
ブ ロ ッキ ン グ バ ッ フ ァ ー(1):1%BSA,PBS
ブ ロ ッキ ン グ バ ッ フ ァ ー(2):10%(wlv)BlockA㏄,PBS
封 入 液:2.3%1.4-diazabiceyclo-2-octame(DASCO),
50%グ リセ ロ ー ル,PBS
5)細 胞 障 害 活 性 関 連
べ ロ ナ ー ル 緩 衝 液 ス ト ッ ク 溶 液(5VB):0.71MNaCI,
24.7mMバ ン ビ タ ー ル ナ ト リ ウム,17.5mNHCl
メ タ ル ス トッ ク 溶 液:150mMCaC12,1MMgC12
ゲ ラ チ ンベ ロ ナ ー ル 緩 衝 液(GVB2+):0.1%ゲラ チ ン,1×VB,





1-2-1ニ ワ トリCrempのcDNAク ロ ー ニ ン グ
CrempcDNAの単離は、東京理科大学の後飯塚僚博士により供与されたニ ワ トリ胸
腺cDNAラ イブラリーを鋳型として行った。ニワ トリ胸腺のcDNA断 片は、ほ乳類
発現ベクターpME18sのBstXIサイ トに組み込 まれてお り、CrempのcDNA断片を
得るためにpME18sのマルチクローニングサイ トのDNA配列上のプライマーと、様々
な動物種のMCPで 保存されているアミノ酸配列をもとに作製 した縮重プライマーを















さ らに全 長 のcDNA配 列 を得 る ため に 、確 認 され た 塩 基 配 列 に適 合 す る プ ラ イ マ ー
を作 製 し・順 次 新 た なcDNA断 片 を得 て 全 長 のcDNA配 列 を決 定 した(図1-3)。ま
た 、この よ うに して得 られ たcDNA断 片 は 、す べ てTAク ロー ニ ン グベ ク タ ー、pCR-2.1
(lnvitrogen社)にサ ブ ク ローニ ン グ し、ABI310シー ク エ ンサ ー によ ってDNA配 列
を解 析 した 。
1-2-2ニワ トリの組 織 のRNAblot解析
様 々な ニ ワ トリの組 織 のtotalRNAは、LifeTechnologies社のTR【ZOLReagentを用 い
て 抽 出 した 。各 組 織 のtotalRNAは20μ9ずつ 、1XMOPS、18%ホ ル ム ア ルデ ヒ ド
を 含 む1%(wlv)ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、Hybond-N+ナイ ロ ン 膜(Amelsham
Pharmacia社)に転 写 した 。RNAを 転 写 した ナ イ ロ ン膜 は 、 αontech社のExpress
hybridizationbufferを用 いて 、68℃、30分 間 の プ レハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン後 、32P
で ラベ ル したOpenreading.u-(・')全長 のCrempのcDNAフ ラ グ メ ン トと と も
に 、68℃、1時 間 の ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン を行 っ た 。数 回 の 洗 浄 後 、X一線 フ イ ル
ム(HyperfilmMP,AmershamPharmacia社)に感 光 し、 シ グナ ル を検 出 した 。
1-2-3ウサ ギ抗 ニ ワ トリCremポ リク ロ ーナ ル 抗 体 の作 製
Crempに対 す るポ リク ロ ーナル 抗 体 を作 製 す る ため に 、Cremp抗原 の作 製 を行 っ た 。
Crempタンパ ク質 を発 現 させ る ため の プ ラ ス ミ ドDNAは 、CrempのN末 端 にKozak
配 列 、C末 端 に ヒス チ ジ ンが6つ 付 加 す る よ うに構 築 したDNA配 列 を ほ乳 類 発 現 ベ
クタ ‐pME18sのEcoRIサ イ トに挿 入 し、作 製 した 。Crempの抗 原 と して 、 この プ
ラ ス ミ ドDNAをRK13細 胞 にLifeTechnologies社のlipofectAM-NEReagentを用 いて
導 入 し・細 胞 その もの を用 いた 。48時 間 後 、 一過 的 なCrempの 発 現 が ピ ー ク に達 し
た時 、10mMEDTAを 用 いて1×107個の 細 胞 を 回収 し、PBSで 数 回 洗 浄 し、0.5血1
のPBSに 懸 濁 した 。 このPBS懸 濁 溶 液 に0.6m1のFreund'scompleteadjuvant(FCA)
(DIFCO社)を加 え 、数 回 の シ リン ジス トロ ー クで エ マ ル ジ ョ ンを作 り、1週 間 ご と
に計4回 、 ウサ ギ の両 足 の リンパ節 付 近 に免 疫 を行 った 。4回 目の 免疫 後 、 ブ ース ト
を行 い 、 ウサ ギ か ら採 血 した 。血 清 中 のIgGは 、終 濃 度33%の 硫 化 ア ンモ ニ ウム を
用 いて 沈 澱 させ 、血 清 量 の1110量のPBSに 懸 濁 後 、PBSに 対 して透 析 した 。 また 、
IgGのタ ンパ ク質 濃度 は ・ その 溶液 の280㎜ の吸 光 度 を.●i..掟し、IgGの比 吸光 係 数
(E1%)を13.6として 求 め た 。
一
様 々 なニ ワ トリ組 織 の タ ンパ ク質 は 、各 組 織 を100mg恤1で1ysisbuffer(1%(v!v)
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NonidetP-40、0.14MNaCl丶0.01MEDTA丶20mMTris-HCl(pH7.4)丶1m{4inl
iodoacetamide(..)、1mMPMSF)に懸 濁 し、Potter型ホ モ ジナ イザ ー を用 いて 組織
を破 砕 し、可 溶 化 した 。可 溶化 した サ ンプル は 、4℃ 、15,000τpm、30分で 遠 心 分離
し、可 溶性 画 分 を回 収 した 。 可 溶性 画 分 は 、Bio。Rad社のproteinassaykitを用 いて そ
の タ ンパ ク質量 をBSA当 量 で 定 量 し、50ｵgをSDS。PAGE(10%polyacrylamidegel)で
分離 し、polyvinylidenedifluoride(PVDF)膜(Millipore社)に転 写 した。転 写 後 の膜
は ・10%ス キ ム ミル ク(雪 印乳 業 社)を 含 む ブ ロ ッキ ング バ ッフ ァ ーで ブ ロ ッキ ン
グ を行 った後 、2μg桓1ウ サ ギ抗 ニ ワ トリCremp抗 体 を含 む ブ ロ ッキ ング バ ッフ ァ
ー と室 温 で2時 間 反 応 させ た 。数 回 の 膜 の 洗 浄 後 、 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ標 識 ヤ ギ 抗 ウ
サ ギIgG(1110,000希釈)を 含 む ブ ロ ッキ ン グバ ッフ ァ ー と室温 で1時 間反 応 させ 、
再 び 洗 浄後 、ECL(AmershamPharmacia社)で発 色 、検 出 を行 った。
1-2-5Cremeのstabletransfectantの樹 立
ク ロー ニ ン グされ たCrempcDNAをほ乳 類 発 現 ベ クタ ー 、pCXN-2(ref21)のEcoRI
サ イ トに挿 入 し、 その プ ラ ス ミ ドDNAをCHO細 胞 にlipofectAMINEReagentを用 い
て導 入 した。 その 後 、0.6mg/mlG418(LifeTechnologies社)でプ ラス ミ ドDNAが 導
入 され た細 胞 を選 択 した 。 数 日後 、選 択 され た細 胞 を ペ ニ シ リ ンキ ャ ッ プ を用 いて
単離 した 。Crempの発 現 の 確 認 は 、ウサ ギ 抗Cremp抗体 を用 いてFlow(;ytometry(1-2-6
参 照)に よ り行 った 。
1-2-6Flowcytometry(FAGS)
5×105個の細 胞 を20μg1血至の ウサ ギ抗Cremp抗体 も し くは 、5ｵg/mlのM177抗体 を
含 むFACSバ ッフ ァー で4℃ 、1時 間反 応 させ た 。FACSバッフ ァ ーで数 回 の洗 浄 後 、
25ｵg/mlFITC標識 二 次抗 体 を含 むFACSバ ッフ ァーで4℃ 、30分間 の反 応 させ 、再
度 洗 浄 後 、FA(SCalibur(Becton-Dickinson社)を用 いて 細 胞 の蛍 光 強 度 を.●i..掟した 。
また 、 デ ー タの解 析 には 、付 属 の ソ フ ト(;ellQuestを用 い た 。
1-2-7免疫 染 色
Crempの発 現 したCHO細 胞(CHO/Creme)を細 胞 培 養 用 の チ ャ ンバ ー ス ラ イ ド
(NalgeNuncIntematinal社)で1晩培 養 し、細 胞 をス ラ イ ドガ ラス に付 着 させ た 。 そ
の ス ラ イ ドガ ラス は 、細 胞 固定 液 と30分 間反 応 さ せ 、細 胞 を 固定 化 した 。PBSで 数
回の 洗 浄 後 、 ブ ロ ッキ ン グ バ ッ フ ァー(1)で ブ ロ ッキ ン グ を行 い 、2ｵg〆mlウサ ギ
抗Cremp抗体 を含 むブ ロ ッキ ング バ ッフ ァー(1)と37℃ 、1時 間反 応 させ た 。 ブ ロ
ッキ ン グバ ッフ ァー(1)で 数 回 の洗 浄 後 、mC標 識 ヤ ギF(ab')2抗ウサ ギIgG(1/100
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希 釈)と10%BlockA㏄(雪印乳 業 社)を 含 む ブ ロ ッキ ン グ バ ッフ ァー(2)と37℃ 、30
分 間 反 応 させ 、 再 び洗 浄 後 、封 入 液 で カ バ ー グ ラス を 用 い て細 胞 を封 入 した 。蛍 光
を発 す る 細胞 は 、共 焦 点 顕 微 鏡(FLUOVIEW,OLYMPUS社)を用 いて 観 察 し、付 属
の ソフ トFLUOVIEWで画 像 を解 析 した。
1-2-8糖鎖 消 化 処 理
Crempの糖 鎖 付 加 を調 べ る ため に 、N-glycosidase,O-glycosidase(Genzyme社)を用 い
て糖 鎖 消 化処 理 を行 っ た 。CHO/Cremp(5x106個)をN-glycosidase処理 を行 う細胞 は
1%NonidetP-40、10mMEDTA、1'II"、1mMPMSFを含 む50mMTris-maleate
(pH8.6)で、O-glycosidase処理 を行 う細 胞 は1%NonidetP-40、10mMEDTA、1mg加l
IAA、1mMPMSFを含 む20mMTris-maleate(pH6.0)でそれ ぞれ 可 溶 化 し、4℃、15,000
.0、30分 間 の遠 心分 離 で不 溶 画 分 を取 り除 いた 。 可 溶 画 分(20μ1)には 、100ｵU
のneuraminidase(Sigma社)を加 え 、37℃、1時 間 反 応 させ 、 次 いで250mUのN-
glycosidaseもし くは1mUの0-glycosidaseと37℃、16時 間反 応 させ た 。反 応 させ た
サ ンプル はSDS-PAGEで分 離 し、 ウサ ギ抗Cremp抗体 に よ るproteinblot解析 で シ グ
ナ ル を検 出 した 。
1-2-9細胞 障 害 活 性
コ ン トロー ルCHO細 胞 とCHO細 胞 に ヒ トMCPを 発 現 す る細 胞(CHO!hMCP)、Cremp
を発 現 す る細 胞(CHO/Creme)を、それ ぞれ10mMEDTAを 含 むPBSで 集 め 、1×107
個 用 意 した 。そ の細 胞 を3.7MBqのNa2siCrO、を含 む無 血 清Ham'sF12培地(totallml)
で37℃ 、60分 間培 養 し、細胞 に51Crを取 り込 ませ た 。PBSで 数 回 の 洗 浄 後 、2×104
個1weUにな る よ うに 、10%FCSを 含 むHam・sF12培地 を加 え 、U型96穴 プ レ ー ト
に50ｵ1ずつ 細 胞 を ま いた 。次 いで 、様 々 な 濃 度 の ウサ ギ抗CHO抗 体 を含 む50ｵ1の
GVB2÷も し くは0.03MEGTA-GVBを加 え 、4℃、30分間 反 応 を行 った 。さ らにGVB2÷
も し くは0.03MEGTA-GVBで、様 々 な濃 度 に希釈 した ニ ワ トリ、 ヒ ト、 ウサ ギ の 血
清 を100ｵ1ずつ加 え、 緩 や か に振 盪 し、補 体 の活 性 化 を助 長 した 。4℃ 、1,500rpm、
5分 間 の 遠 心 で細 胞 と培 地 を分 離 し、上 清 の 培 地150ｵ1を オ ー トガ ンマ カ ウ ン タ ー
で測 定 した(図1-3)。
また 、細 胞 の51Cr遊離 の 割 合 は 、次 の よ うな 算 出法 で 計 算 した 。
(samplecpm‐controlcpm)/(MAXcpm‐controlcpm)x100
未 処 理 のCHO細 胞 に お け る51Crの自然遊 離 をcontrolcpmとし、5%TritonX-100を
含 むPBSで 処 理 したCHO細 胞 に お け る51Crの遊 離 をMAXcpmと した 。 以 上 の 実験
はtriplicateで計3回 行 い、再 現 性 を確 認 した 。
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ニワ トリの補体制御分子 を単離するために、様々な動物種で単離 されたMCPの
アミノ酸配列、塩基配列を比較 して、高 く保存されて いる場所 に縮重プライマーを
作製 した(図1-2)。ニワ トリSCRタ ンパク質のcDNA断 片は、ニワ トリ胸腺ライブ
ラリーを鋳型 とし、縮重プライマーとpME18sのプライマーを用 いてPCRを 行い、
ヒトのMCPのSCR4と高い相同性を示す280bpの塩基配列を得た。この ことから、
この分子は、ニワ トリのMCPホ モログであることが予測 された。さらに数回のPCR
から(図1-3)、ニワ トリのSCRタ ンパク質を構成するcDNAのOpenreadingf㎞e
(ORF)とpolyadenylationsignal、poly(A)配列を含む3'UTを単離することができた
(図1-4)。さらに、正確な配列を得 るために、肺から得 たtotalRNAを用 いてRT-PCR















既知のSCRタ ンパク質の単純なホモログではな く、DAFとMCP由 来のキメラタン






して い る の に対 して 、2.2kbのバ ン ドは 、肺 、腎 臓 、フ ァブ リキ ウス 嚢 、 精 巣 、卵 巣
と い っ た 特 定 の 臓 器 で 検 出 さ れ た(図1-5A)。 これ は 、3'UTの 長 さ の 異 な る
polyadenylarionsignalに依 存 す る こ とを 明 らか に した が(デ ータ は示 さ な い)、そ の意
義 は 、 不 明 で あ る 。
さ ら に、タ ンパ ク質 レベ ル で の 組織 分 布 を ウサ ギ抗Cremp抗体 を作 製 し、proteinblot
解 析 で 調 べ た 。 そ の結 果 、 す べ て の組 織 に お いてCrempタ ンパ ク質 は 、 ア ミ ノ酸 か
ら予 測 され る分 子 量 、46.8k付近 に発 現 が確 認 され た(図1-5B)。さ らに 、非 還 元 下
で2量 体 と思わ れ る92kDaの バ ン ドが 、脾 臓 、肺 、腎臓 、卵 巣 で検 出 され た 。 しか
し、2量体 の 存 在 意 義 に つ い て は 、不 明 で あ る。この よ うに 、Crempの3.OkbのmRNA、
46.8kDaのタ ン パ ク質 は 、 広範 囲 な組 織 で発 現 して いる こ とが明 らか に な った 。
1-3-3Crempの局 在
Crempのア ミ ノ酸配 列 の 疎 水 プ ロ ッ トか ら、Crempタンパ ク質 は 、 シ グナ ル ペ プ
チ ドを持 つ 、1型 の 細胞 膜 結 合 型 タ ンパ ク質 と予測 され た(図1。4)。Crempの細 胞 に
お け る局 在 を調 べ るた め に 、Flowcytometry(FACS)と免疫 染 色 を行 っ た 。FACSで
は 、 ウサ ギ抗Cremp抗体 を用 いて 、ニ ワ トリのB細 胞 株DT40とCHOにCrempを
恒 常 的 に発 現 させ た細胞 株(CHOICrelnp)を解 析 した 。その 結果 、DT40、CHO/Creme
は 、 と もに高 い レベ ル のCrempを細 胞 表 面 で 発 現 して いる ことが分 か った(図1-6-1)。
さ らに 、免 疫 染 色 の 結果 か らも 、細 胞 膜 に局 在 して いる ことが確 認 され た(図1-6-2)。
以 上 に よ り、Crempは細 胞膜 結 合 型 タ ンパ ク質 で あ る こ とが 明 らか にな った 。
1-3-4Crempの糖 鎖 付 加
CrempのSCR3には、1個 所 のN一結 合 型糖 鎖付 加配 列 が存在 す る(図1-4)。しか し、
proteinblot解析 の 結果 か らは 、Crempのア ミ ノ酸配 列 か ら予測 され る分 子 量468k
の み の シ グ ナル が検 出 され た(1-3-2)。Crempの糖 鎖 付 加 が存 在 す るの か を調 べ るた
め に 、N-glycosidase、O-glycosidaseを用 いた糖 鎖 消 化解 析 を行 った 。 その 結 果 、DT40、
CHO/Cremp両方 由来 のCrempも消化 後 の分 子 量 に変化 が な く、46.8kDaの分 子 量 を
示 した(図1-7)。その た め 、Crempは、糖 鎖修 飾 され な い タ ンパ ク質 と考 え られ た 。
1-3-5Cremeの補 体 制御 能
Crempの補 体 制 御 能 を調 べ るた め に 、51Crを取 り込 ませ た細 胞(CHO細 胞)と ニ
ワ トリ血 清(補 体 源)を 用 い た細 胞 障 害 活性 を行 った 。 ま たそ の時 、種 特 異 的 な補 体
制 御 能 を調 べ る ため に 、CHO/Crempとヒ トMCPをCHO細 胞 に恒 常 的 に発 現 させ た
ク ロー ン(CHO/hMCP)を用 いた 。 ウサ ギ抗CHO抗 体 でCHO細 胞 を感 作 す る抗 体
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濃度は、ニワ トリ、ヒ ト、ウサギの血清でそれぞれ最適な濃度 を検討 し、その濃度
で細胞障害活性を測定 した。その結果、ニ ワ トリの血清を用いて補体を活性化する
と、CHO細 胞 、CHO!hMCPでは、血清量依存的に細胞が障害されるのに対 して、
CHO/Crempでは、全 く補体活性化が起 こらず、Crempが、ニワ トリの補体の攻撃か
らCHO細胞 を守っていることが分かった(図1-8A)。また、Crempは、古典的経路・
第二経路の両経路に対 して、補体の活性化 を阻害することも分か った。 これに対 し
て、ヒ トの血清では、CHO/hMCPのみが補体の活性化を阻害 し、Crempは、全 く阻
害 しなかった(何 も導入 していないCHO細 胞 と同レベル)(図1-8B)。さらに・ウサ
ギの血清では、CrempもMCPも全 く補体の活性化を阻害することができなかった(図




図1・2縮 重 ブ ラ イ マ ー の 作 製
























図1・3Crempのd)NA配列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 戦 略
CrempのcDNA配列 を得 る ため に 、表 中のCrempに特 異 的 な プ ラ イ マ ー(A,
矢 印)と ラ イ ブ ラ リーの ベ クタ ーpME18sに対 す る プ ラ イマ ー(B、矢 印1～4)
を用 いて 、nestedPCRを行 った 。 図 中のcDNA断片(1～5)は、得 られ た順 番
を示 し・表 中の プ ラ イマ ーの番 号 に相 当 す る 。 また 、2つ あ る矢 印は 、後 方
の も の が1stPCR、前 方 の もの が2ndPCRで用 いた プ ラ イマ ー を示 した(矢 印
が1つの もの は 、 同 じプ ラ イ マ ー を用 いた)。Bで は 、pME18sに対 す る プ ラ
イマ ー とそ の作 製 場 所 を示 した 。 な お 、 開始 メ チオ ニ ン、 ス トップ コ ドン










































































図1-4Crempの塩 基 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列
Crempの予測 され る ア ミ ノ酸 は 、塩 基 配 列 の 下 方 に 示 した 。Crempの配 列 を得 る た
め に用 い た縮 重 プ ラ イ マ ーは 、SCR3とSCR4の間 の矢 印で 示 した 。 ま た 、今 回 得
られ た 、CrempのcDNAには 、SCR3にN一結 合 型糖 鎖 付 加 配 列(下 線)、非 典型 的 な
polyadenylarionsignal(確線)、poly 勾配 列(二 重 下 線)が 存 在 して いた 。 な お、 シ
グナ ル ペ プチ ド、膜 貫 通 領 域 、細胞 内領 域 はそ れ ぞれ 、SP、TM、CYTで示 した 。
ま た 、ス トップ コ ドンは 、asteriskで示 した。
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表1・1Crempと ヒ トDAF、 ヒ トMCP、 マ ウスCrryのア ミ ノ酸 の 相 同 性


















































図1・5CrempのmRNAとタ ンパ ク質 の発 現 分 布
ACrempのmRNAの 発 現 分 布 ニ ワ トリの 様 々 な組 織 のtotalRNAをそ れ ぞ
れ20ｵgずつ1・0%(w!v)アガ ロー スゲ ル で 電 気泳 動 した 。CrempのmRNAの検
出 には 、CrempのORFに対 す る塩基 配 列 をプ ロ ー ブに用 いた 。
BCrempの タ ンパ ク質 の 発 現 分布 ニ ワ トリの 様 々な 組 織 の タ ンパ ク質 を
それ ぞれ50ｵgずつ10%(w!v)ポリア ク リル ア ミ ドゲ ル を用 い た 、SDS-PAGE
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図1・7Crempの糖 鎖 修 飾
CHO/CrempとDT40由来 のCrempをN一また は 、0-glycosidase処理 によ りそ の糖
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図1・8Crempの補 体 制 御 活 性 の 解 析
CHO1Cremp(○)、CHO/hMCP(●)、CHO(□)細胞 を51Crでラ ベ ル し、 そ の細 胞
を65ｵg/ml(古典 的経 路;Classicalpathway,CP)と130ｵg/ml(第二 経 路;Alternative
pathway,AP)の抗CHO細 胞 抗体 で感 作 した 。 ま た 、補 体 系 は 、様 々 な濃 度 の ニ
ワ トリの血 清 をGVB㍗CP)と0.03MEGTA-GVB(AP)用いて 希釈 し、 そ の細 胞 障
害活 性 か ら、Crempの補 体 制 御 活性 を測 定 した ㈹ 。 ヒ トの 血 清 を用 い た時 の 抗
CHO細胞 抗体 は 、130ｵg/ml(CP)と650ｵg!ml(AP)を用 い た(B)。ウサ ギ の血 清
の場 合 は 、抗CHO細 胞 抗 体 を65ｵg!血1(両経 路)を 用 いて 細 胞 を感作 した 。 また
血清 量 は 、10%(CP)と20%(AP)を用 いた 。 また 、CHO、CHO/hMCP、
CHO/Cremp細胞 は 、 そ れ ぞ れopen、hatch、blackカラム で 示 した(C)。以 上 の 実




本章の結果か ら、ニワ トリにおいて補体制御分子が存在 することが明 らかとなっ
た。今回、筆者が単離 したニワ トリの補体制御分子Crempは、ヒ トのDAFやMCP
と同様に細胞膜に局在 し、自己補体の活性化から自己細胞を守る役割を持つと考え
られる。Crempは、5つ のSCRド メイン、1っ のSCR-likeドメイン、細胞膜貫通領
域、細胞内領域をもつ1型 の細胞膜 タンパク質であ り、CrempのSCR1-2は、ヒトDAF
のSCR2-3に、SCR3.4はヒ トMCPのSCR3.4にそれぞれ43.6%、45.3%と高い相同
性 を示 した。また、DAF、MCPのSCR2.4は、補体を制御するうえで、重要な ドメ
インであることが示されている(ref22-23)。Crempは、SCRドメインを5つ 持 って
いて、分子 自体の骨格は、齧歯類のCrryに近 い骨格をしている。 しかし、分子間の
総合的な相同性 から単純 にCrryのホモ ログとは考えに くい。この ことから、Cremp
は、DAF、MCPの祖先 タンパク質であるか、ヒトとは異なる進化のなかで、鳥類特
異的に存在する補体制御 タンパク質であると考えられる。
最近報告された、ニワ トリのMHC上 の遺伝子は、ヒ トの約1110程度の遺伝子 し
か存在せず、ニワ トリではおそ らく数少ない遺伝子で生理機能を担って いると考え
られる(ref24-25)。また、Crempは、広範囲な組織で多量に発現する。このため、Cremp
は、ニワ トリで主要に働 く補体制御タンパクであることが考 えられる。また、補体
因子でも、FactorBとC2のハイブリッ ト様分子が広範囲な下等生物で存在する(ニ
ワ トリ、コイ、ヤツメウナギ)(ref26-28)。Crempは、MCPとDAFのハイブリッ ト様
分子である ことから、 これ ら補体関連分子は、進化の過程で遺伝子重複 、遺伝的組
み換えなどの複雑な遺伝子の変化 をとげていると考えられる。
















抗原 にな りうる(allo抗原)。この時、母親の補体 の活性化が弓1き起 こされ るが、こ
の攻撃から逃れる機構 には、膜型の補体制御分子が主に関与 していると思われる(ref
20)。しか し、ニワ トリのような卵生の動物では、この機構があてはまらず、補体制






能 しうるのかを調べることが必要 と思われ る。さらに、その制御作用が どの ドメイ
ンに寄与するのかを調べることも重要な ことと考 えられる。また、ヒ トを含めたほ
乳類には、いくつかの補体制御分子が存在する。鳥類では、今回のCrempがは じめ
て単離された補体制御分子であるが、この ことを考えると烏類の補体制御分子が他
にも存在する可能性 がある。 ヒトの補体制御SCRタ ンパク質は、RCAと呼ばれる遺




近年 、ほ乳類の補体制御分子は、多機能分子であることが報告 されて いる。CR1
は、Bリ ンパ球や貪食細胞上でC3で 標識された細胞(オ プソニン化細胞)を 認識 し
て、抗原の提示または貪食を助 けることが知 られ、CR2は、Bリ ンパ球上でCD19




不明である。一方、このようなSCRタ ンパク質は、多 くの微生物 レセプターとして
知 られている(表1)。 このように、ほ乳類での補体制御分子の機能解析は進んでい








経路(古 典的経路)と それ以外の経路(第 二経路、レクチ ン経路)か ら成 っている。







2-1実 験 材 料 お よ び試 薬
2-1-1抗体
ウサ ギ抗 ヤ ツ メ ウナ ギC3ポ リク ロー ナ ル 抗体 は 、東 京 大 学 の 野 中勝 博 士 に よ り供 与
され た も の を用 いた(ref39-40)。ウサ ギ 抗 ヤ ッ メ ウナ ギ1aSCRpポリク ロ ー ナル 抗 体
は 、筆者 が免 疫 、精 製 した もの を用 い た(2-2-4参照)。マ ウス 抗Flagモ ノ ク ロ ーナ




2-1-3溶液 お よび緩 衝 液 の 組 成
本 章 で使 用 した 主 な緩 衝 液 等 の 組 成 を項 目 ご とに ま とめ て示 した 。
1)Ni-NTAagaroseカラ ム を用 いた タ ンパ ク質 精 製
可 溶化 バ ッ フ ァ ー:1%(vlv)TritonX-100,200mMNaC1,
20mMTris-HCI(pH7.5),1mg/mlIAA,lmMPMSF
平衡 化 バ ッ フ ァ ー:200mMNaCI,20mMTris-HCI(pH7.5)
洗 浄 バ ッフ ァー:20mMimidazole,200mMNaCl,
20mMTris-HCI(pH7.5)
溶 出バ ッフ ァー1:50mMimidazole,200mMNaCl,
20mMTris-HCI(pH7.5)
溶 出バ ッフ ァー2:200mMimidazole,200mMNaCl,
20mMTris-HCI(pH7.5)




2-2実 験 方 法
2-2-1ヤツ メ ウナギ のSCRroteinaSCRのcDNAク ロー ニ ン グ
laSCRpのcDNAの単 離 は 、東 京 大 学 の 野 中勝 博 士 に よ り供 与 さ れ た ヤ ツ メ ウナ ギ 肝
臓 のcDNAラ イ ブラ リーを鋳 型 に用 い た 。 ヤ ツメ ウナ ギ肝 臓 のcDNA断 片 は 、 ク ロ
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一ニ ン グベ クタ ‐pBluescriptIISKのEcoRIサイ トに組 み 込 まれ て お り、laSCRpの
cDNA断片 を得 る ため にpBluescriptIISKのマ ル チ ク ローニ ン グサ イ トのDNA配 列
上 の プ ラ イマ ー と、1-2-1で作 製 した 縮 重 プ ラ イマ ー を用 いて 、nestedPCRを行 った














を作製 し、順次新たなcDNA断 片を得て全長のcDNA配 列を決定 した(図2-2)。ま
た、このように して得 られたcDNA断片は、すべてTAク ローニ ングベクター、pCR-2.1
にサブクローニング し、ABI310シークエ ンサー によ ってDNA配 列 を解析 した。
2-2-2ヤツメ ウナ ギ の組 織 のRNAblot解析
1-2-2参照 。
2-2-31aSCRpのstabletransfectantの樹 立
ク ロー ニ ングされ たIaSCRpのcDNAのN末 端 にFlagtag、C末端 に ヒスチ ジ ンが6
つ付 加 す る よ うな構 造 をも つDNA配 列 を ほ乳 類 発 現 ベ ク タ ーpFLAG-CMV-1(Sigma
社)のEcoRIサ イ トに挿 入 した プ ラ ス ミ ドDNAを 構 築 した 。 この プ ラ ス ミ ドDNA
と 、ネ オマ イシ ン耐 性 遺 伝 子 を 発現 す る ほ乳 類 発 現 ベ ク タ ーpCXN-2の プ ラス ミ ド
DNAを それ ぞれ10晒g、0.5ｵgずつ 、直 径10cmの 培 養皿 で70～80%confluentのRK13
細胞 にlipofectAM-NEReagentを用 いて 導 入 した 。 そ の後 、0.6mg侮1G418でプ ラ ス
ミ ドDNAが 導 入 され た細 胞 を選 択 した 。数 日後 、選 択 され た 細胞 を ペ ニ シ リンキ ャ
ップ を用 いて単 離 した 。laSCRpの発 現 の確 認 は 、マ ウス抗Flagモノ ク ローナ ル抗 体
を用 い てproteinblot解析 に よ って行 った 。
2-2-4ウサ ギ抗IaSCRポ リク ローナ ル 抗 体 の作 製
laSCRpのstabletransfectantの細 胞 質 中 に は 、多量 のlaSCRpが発 現 して い た為 、laSCRp
に対 す るポ リク ロー ナル 抗体 の作 製 は 、 このstabletransfectantを抗 原 と して用 い た 。
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以下 の 方 法 は 、1-2-3参照 。
2-2-5ヤ ツ メ ウ ナ ギ の 組 織 のproteinblot解析
1-2-4参照 。一
1×108個のlaSCRpstabletransfectantを10mM
EDTAで回 収 し、PBSで3回 洗 浄 した。10mI
の 可 溶 化 バ ッフ ァ ーで 細 胞 を可 溶 化 し、4℃ 、
13,000g、20分間 の遠 心 分 離 で 不 溶 化 した も
の を除 い た 。15volumeの平 衡 化 バ ッフ ァー
で平 衡 化 したNi-NTAagarose(Qiagen社)1.5
m1をPD-10カラ ム(AmershamPharmacia社)
に つ め 、10m1の 可 溶化 物 を加 え た(バ ッチ
法)。一 晩 、4℃ で 転 倒 混 和 後 、401n1の洗浄
バ ッフ ァ ー で 洗 浄 し、 溶 出 バ ッフ ァ ー1～3
まで 順 に20mlず つ 溶 出 して い った 。SDS-
PAGE、CBB染 色 でlaSCRpの溶 出 を確 認後
(図2-1)、溶 出画 分 は 、PBSに対 して透 析 し、







2-2-7糖鎖 消 化 処 理
laSCRpの糖 鎖付 加 を調 べ る ため に 、N-glycosidaseを用 いて糖 鎖 消 化 処 理 を行 った 。
laSCRpは、 血清 中 の100μg由 来 の タ ンパ ク質 と精 製 され たrecombinantタンパ ク質
を用 い た 。方 法 は 、1-2-8参照 。 また、反 応 させ たサ ンプ ル はSDS-PAGEで分 離 し、
ウサ ギ 抗1aSCRp抗体 に よ るproteinblot解析 で シグ ナ ル を検 出 した 。
2-2-8C3沈着 活 性 の測 定
出芽 酵 母(lr40;Saccharomycescerevisiae)をYPD培地 で30℃ 、一 晩 培 養 後 、各2×106
個 の 出芽 酵 母 をPBSで3回 洗 浄 した 。0～50%のヤ ツ メ ウナ ギ血 清 を含 むGVB2+を加
え 、計100ｵ1の 反 応 系 で25℃ 、30分 間 、補 体 の活 性 化 を行 った 。FACSバ ッフ ァ ー
で3回 の洗 浄 後 、 一 次 抗 体(ウ サ ギ 抗 ヤ ッ メ ウナ ギC3抗 体;1/100希釈,ウ サ ギ抗
1aSCRp抗体;25ｵg/ml)で反 応 させ た(以 下 の操 作 は 、1-2-6参照)。
30
2-3実 験 結果
2-3-1ヤツ メ ウナ ギSCRprotein_(laSCRp)のcDNAクロー ニ ン グ
ヤ ツ メ ウナ ギ の補 体 制 御 分 子 を単 離 す る ため に 、第 一 章 で用 い た(図1-2)、様 々な
動 物種 由来 のMCPの 縮 重 プ ラ イ マ ー と、 ヤ ツ メ ウナギ の 肝 臓 のcDNAラ イ ブ ラ リー
を用 いてnestedPCRを行 った(図2-2)。そ の結 果 、950bpのSCRド メイ ンに相 当す
る配 列 が検 出 され た。 さ ら に数 回 のPCRを 行 い 、ヤ ツ メ ウナ ギSCRタ ンパ ク質 の
cDNAのORFとpolyadenylationsignal、poly(A)配列 を含 む3'UTを単 離 す る こ とが
で きた(図2-3)。さ らに 、 正確 なcDNA配 列 を得 る た め に、 ヤ ツ メ ウナ ギの 肝 臓 由
来 のtotalRNAを用 いてRT-PCRを行 い 、独 立 した12ク ロー ンのcDNA配 列 か らヤ
ツメ ウナ ギ のSCRタ ンパ ク質 のcDNA配 列 を確 認 し、 決定 した 。
この よ うに して得 られ た 、 ヤ ツ メ ウナ ギ のSCRタ ンパ ク質 のcDNA配 列 は 、28ア
ミ ノ酸 の シ グナ ル配 列 、98つのSCRド メ イ ン と1つ のSCR-likeドメ イ ン を持 つ分 泌
型 のSCRタ ンパ ク質 と予測 され た(図2-3)。LampreySCRprotien(laSCRp)は、
ドメイ ンを8個 も つ その 分 子 骨格 か ら、 ヒ トの 分 泌型 補 体 制 御 因子 、G4bpのα鎖 の
ホモ ログ と考 え られ た 。 しか し、分 子 全体 のC4bpの α鎖 との相 同性 は低 く、 ざ らに
既 知 のSCRタ ンパ ク質 との 相 同性 も 有意 な 差 が み られ な か った 。 そ こで 、SCR1-8
の個 々 のS(:Rドメ イ ンに対 す る相 同性 にっ いて 調 べ た と こ ろ、SCR2-3は、ヒ トのC4bp
のα鎖 のSCR2-3と34.3%、SCR5はヒ トのFactorHのSCR2と39.3%、SCR6-7は、
ヒ トのDAFのSCR3-4と34.4%のそれ ぞれ30%を 越 え る相 同性 を示 した(図2-4)。
また 、 これ ら相 同性 の高 い配 列 は 、 そ れ ぞれ の 分 子 で 機 能 ドメ イ ン と して知 られ る
部 分 で あ る。 そ の た め 、laSCRpは、 ヤ ツ メ ウナ ギ の 生体 内 で補 体 の 制 御 に 関係 す る
分 子 で あ る こ とが考 え られ た 。
2-3-21aSCRpのmRNAとタ ンパ ク質 の 組 織 分 布
laSCRpのヤ ツ メ ウナ ギ で の 発 現 分 布 をmRNAと タ ンパ ク質 レベ ル で調 べ た 。mRNA
は 、laSCRpのORF全長 の プ ロー ブ(2055by)を用 いてRNAblot解析 に よ り検 討 し
た 。そ の結 果 、2.5kbの肝 臓 の み の 発 現 が検 出 され た(図2-5A)。さ らに 、 ウサ ギ抗
laSCRp抗体 を作 製 し、 タ ンパ ク質 レベ ル で の発 現 分 布 をproteinblot解析 で 調 べ た 。
その 結 果 、laSCRpは、血 清 に多 量 に存 在 し、肝 臓 を は じめ様 々な臓 器 で 少 量存 在 し
て い る ことが分 か っ た(図2-5B)。また 、血 清 に存 在 す る もの は 、93kDaと82kDa
の2種 類 存 在 し、 今 回単 離 した 、laSCRpは、 そのrecombinantの分 子 量 か ら後 者 の
タ イ プ と考 え られ た 。 さ らに 、 非 還 元 条 件 下 で も 同 様 の 分 子 量 に な る こ とか ら ヒ ト
のC4bpの よ う に多 量体 を形 成 す る分 子 で は な く、単 量 体 で機 能 す る分 子 と考 え られ
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た。以上のことから、laSCRpは、肝臓で生合成され、血液中に分泌される分泌型タ
ンパク質であ り、肝臓 をは じめ様 々な臓器では、血管を通 じて接着するか、細胞内
に多少蓄積 していることが考えられた。
2-3-31aSCRpの糖鎖付加












































1 2 EcoRIinsertDNA EcoRI一
1.T3primer:5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3'
2.SKprimer:5'-CGCTCTAGAACTAGTGGATC-3'
図2・21aSCRpのcDNA配列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 戦 略
IaSCRpに特 異 的 な プ ラ イ マ ー(へ 矢 印)と ラ イ ブラ リーの ベ クタ ‐pBluescript
IISKに対 す る プ ラ イ マ ー(B,矢印)を 用 いて 、nestedPCRを行 い 、IaSCRpの
DNA断片(1～4)を得 た(勾(図1-2参照)。また 、pBluescriptIISKに対 す る プ ラ
イ マ ー とその 作 製 場 所 を示 した(B)。な お 、開 始 メチ オ ニ ン、ス トップ コ ドン





Lム ムPSLD雪 τF。 聖SSTヨ 茗ES二 ①PLEゑ 雪PPLP蕊 雪 麗59
GGTTCCTCACCTTGGCACAACATTTCAAACTTCACCTCCAGAACAAGAGAGCTTGACCCCACCTCAATCCATACCTCCGCTTTTCAACACTATGGATGTT
VYHLGTTFQTSPPEQESLTPPQSIPPLPHTMDV

































厨 ム 駈 ΩL翼STΩOSYELG326H PPP工A
Ge乱CG鵡CG聖GCGC?ムCCGC田GC鰓CCGGGC2為CACAGTGTCGCGCGムCTCGTCCTACT聖C蕊磐 G聖 雪G G? 麟Cム7CGムCGGτC雪GGCC舳㈱G為C
聖 覲 マRYRC蕊PGYTVSRDSS了FエVCV酋 工DGLムR駕 丁
・CCGC





G珊 ム田C為C,G職CCムCGGムTATATTATGGGaGAAAGGCAAXTG為C飴G孔GムG聖GC鵬GC里Gム曇G 臟 螂G聖 聖ムCCAAACTCTCCTGTGTGTGAAC130。
vYEC旧HG了 工 凹GERO麗 ロREc瓢 ム 。GH聾LP翼SP▽c2P426
・嚥SCR6GCCCAGAGCCTCTTGAAATCC


























SY8且 工DFYPVG翼YムYPDC翼zG冨TS三 ゑYGヨ 冨 麗EC659
聖GC塊G聖CGAC鵬GGムGG聖GAAACTTゑCTGG鵬CCC,ムC-GCムCGCTGTATTG螂GCゑG脇GATGGTム鵬 楓GG聖 C墾CGC朏G辮CCG21。。
ムVDKGGE,Y質 翼PYK翼 ムRCエ ゑGRR鷺y・684
CCGATCAGAGCTCTGCGATGGGGACTTTGATCGCATACGATGTTCATCTCTGGTCACAATGTTTTTTTTTTAATGACATTGTATTGCGTGGCGTCATTTA2200
鵬 ム雪囃TTCTGTBTTGG蚣TAAAATCAAATAAAATCTGCATGTCAACC一 ム227エー
図2-3LampreySCRprotein(laSCRp)のcDNAとア ミ ノ酸 配 列
laSCRpのcDNA配列 と予測 され る ア ミ ノ酸 配 列 を示 した 。laSCRのcDNAを得 る ため
に用 い た ＼縮 重 プ ラ イマ ーは 、矢 印 で示 した 。 ま た 、 シ グナ ル ペ プ チ ド(SP)を下 線











図2・41aSCRpと既 知 のSCRタ ンパ ク質 との ア ミ ノ酸 の相 同性
laSCRpの個 々 のSCRドメ イ ンと既 知 のSCRタ ンパ ク質 との相 同性 を示 した 。
上 段 にlaSCRpの模 式 図 を示 した 。IaSCRpのSCR2-3は、 ヒ トのC4bpのSCR2-3
と34.3%(A)、SCR5はヒ トのFactorHのSCR2と39・3%㊤)・SCR6-71ま・ ヒ トの



















図2・51aSCRpのmRNAとタ ンパ ク質 の 組 織 分 布
AIaSCRpの夏hRNAの組 織 分 布 様 々 な ヤ ツ メ ウナ ギ 組織 のtotalRNAを
各20ｵgずつ1・0%(w/v)アガ ロ ース ゲ ル で 分離 し、laSCRpのORFの塩 基 配 列
を プ ロー ブ に用 いて 、1aSCRpのmRNAを検 出 した 。
BIaSCRpのタ ン パ ク質 の組 織 分 布 様 々な ヤ ツ メ ウナ ギ の 組 織 の 可 溶 化
物(100ｵg)を用 い て 、proteinblot解析 を行 った 。 この 図 は 、還 元 条 件 下 、
75%(wlv)アク リル ア ミ ドゲ ル でlaSCRpポロク ロ ーナ ル抗 体 を用 いて
1aSCRpタンパ ク 質 を検 出 した もの を示 した 。
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図2-61aSCRpの 糖 鎖 処 理
血 清 由 来 のlaSCRp(レー ン1、N-glycosidase未処 理 、 レ ー ン2、N-
glycosidase処理)とrecombinantのlaSCRp(レー ン3、N-glycosidase
未 処 理 、 レ ー ン4、N-glycosidase処理)のN一 結 合 型 糖 鎖 消 化 を 行 っ
た 。 血 清 中 の 高 分 子 量 のlaSCRpは、 約3.4kDa(93.1→89.7kDa)の、
recombinantのlaSCRpは、 約6kDa(82.2→76.4kDa)の分 子 量 の シ
フ トが あ っ た 。 ま た 、 血 清 由 来 のlaSCRpの低 分 子 量 の も の は 、














図2・7ヤ ツ メ ウナギ のC3の 沈 着 とlaSCRpの相 関性
ヤ ツ メ ウナ ギ の 補 体 系 の 活性 化 と1aSCRpとの 関係 を調 べ る ため に 、 出 芽 酵 母
(Saccharomycescerevisiae)を用 いた 、血 清 中 のC3と1aSCRpの結合 量 をFACSで
調 べ た 。C3、laSCRp(薄線)は 、 それ ぞれ 特 異 的 な ポ リク ロ ーナ ル 抗 体 で検 出










には、1)ヤツメウナギでは、免疫 グロブ リンの機能が知 られておらず、抗体 を持た
ない動物であると考えられている。2)ほ乳類のC3は 、α、βの2つ のサブユニッ ト
から成るのに対 し、ヤツメウナギのC3は 、α、β、Yの3つのサブユニットから成 り(ref
39-40)、C4と構造的に類似する。このことによ り、ヤツメウナギは、C4を持たない
動物種 と考えられていることに起因する。さらに、ヤツメウナギには、補体の活性
化を介 したオプソニ ン化の存在 も示唆されて いるが、これも第二経路 または、 レク
チ ン経路によるもの と考えられる。そのためオプソニ ン化は、もともと第二経路 か
レクチ ン経路 に由来する初期免疫機構 と考えられる。このように、ヤツメウナギの
補体系はごく少数の補体因子の解析の報告のみで、その制御機構に至 っては存在の






き、ニ ジマスのC3bを 限定分解する機能をもつと考えられる。今回筆者が単離 した
分子は、硬骨魚類よ りもさらに下等な動物であるヤツメウナギにおいて単離された









トで報告 されている様々なSCR型 タンパク質のハイブリッ トタンパク質であること
が示唆される。ニワ トリのCrempは、MCPとDAFに 類似 した ドメイン構造を保持
する。ニ ワ トリよりさらに下等な動物であるヤツメウナギでは、さらにプロ トタイ
プのSCRタ ンパク質が存在 し、今回単離 したlaSCRpは、脊椎動物 におけるSCRタ
ンパク質のプロ トタイプに近 いタンパク質であるかも しれない。さらに、これ ら分
子の相同性の高い部分は、補体制御の機能 ドメインに相当する。このことから、laSCRp
は、補体 を制御する分子 と考えられる。
今回単離 した、laSCRpは、血清中では、少な くとも2種 類存在すると考えられる。











在下でその活性 を失 うことから、補体の活性化依存的に作用 しうる分子である。ま
た、下等生物の補体制御系の反応には、2価 の金属 イオンが必要 とされる(SBP-1の
場合は・(h2+イオ ンが必要)(ref43)。そのため、laSCRpもC3bとの結合で2価 の金













スにおいてMCPは 、体細胞で機能する補体制御分子 とは考えに くい。そのため、マ
ウスMCPは 、ヒ トMCPよ りも精巣に特殊化 したタンパク質であると考 えられる。
また、その他、既知の補体制御型SCRタ ンパク質も精巣または、精巣上体 に発現が
集中 している(ref13-18)。この解釈としては、子宮の補体因子の攻撃から精子 を防
御 していることが考えられる。 しか し、直接的な証拠はな く、その発現分布のみの
解釈であると言わざるえない。本研究では、MCPの 補体制御 と受精因子 としての関
わ りをより生理的に調べるために、ジーンターゲティング法 を用いてその解析 を行
った。
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3-1実 験 材 料 お よ び試 薬
3-1。1抗体
ハム ス タ ー抗 マ ウスDAFモ ノ ク ロ ーナ ル 抗体(RIKO-3)は、名 古 屋 大 学 の 岡 田 秀親
博 士 に よ り供 与 され た もの を用 いた(ref47)。マ ウス抗 マ ウスacrosomeモノ ク ロ ー
ナル抗 体(OBF13)は、大 阪大 学 の 岡部 勝 博 士 か ら供 与 され た もの を用 いた(ref48)。
ヤ ギ抗 マ ウスC3ポ1丿 ク ロー ナ ルF(ab')、は CapPel社よ り購 入 した 。 ウサ ギ 抗 マ ウ
スMCPポ リク ロー ナ ル抗 体 は 、筆 者 が 免疫 、精 製 した も の を用 いた(3-2-5参照)。
二 次抗 体 は ・第 一 章 の もの(1-1-1参照)に 加 え 、 ペ ル オ キ シ ダ ーゼ 標 識 ヤ ギ抗 ハ ム
ス タ ーIgG抗 体(Cappel社)、FITC標識 ヤ ギF(ab')、抗 ハ ム ス タ ーIgG(Southelll
BiotechnologyAssociates社)、FITC標識 ブ タ抗 ヤ ギIgG抗 体(CALTAG社)を 用 いた 。
3-1-2動物
Acrosin!Enhancedgreenfluorecentprotein(EGFP)マウス は 、 大 阪 大 学 の 岡部 勝 博 士 か
ら供 与 され た もの を用 い た(ref49)。マ ウスMCP-/一/acrosin!EGFPマウス(EGFP-MCP
KO)は 、 マ ウスMCP欠 損 マ ウス とacrosin/EGFPマウス との 交 配 で得 た 、MCP+1.
!a(;rosin/EGFP同士 の 交 配 か ら得 た 。 また 、 その遺 伝 子 型 の選 択 は 、PCRで 行 った 。
3-1-3組織 、血清
1-1-3参照 。
3-1-4溶液 お よび緩 衝 液 の 組 成
本 章 で使 用 した主 な 緩 衝 液 等 の 組 成 を項 目 ご とに ま とめ て 示 した 。
1)DNAblot解析
泳 動 バ ッフ ァ ー(1XTAE):o.04MTris,0.04M酢酸,1mMEDTA(pH8.o)
ゲル ロ ーデ ィ ン グバ ッフ ァ ー:50%(W/V)グリセ ロール,1%BPB
変性 バ ッフ ァ ー:0.5NNaOH,1.5MNaC1
中和 バ ッフ ァー:0.5MTris-HCl(pH7.5),3MNaCI
その他 の 緩衝 液 等 は 、1-1-5参照 。








PLP固定 液:1%パ ラホ ルム アル デ ヒ ド,75mMリ ジ ン塩 酸塩,
37.5mMリン酸 バ ッフ ァー(pH7.4),
10mMsodiumperiodate
3-2実 験 方 法
3-2-1MCP遺伝 子 欠 失 ベ クタ ーの 作 製
1291SVJマウス 由来 の ゲ ノムDNAを 鋳 型 と して 、MCPの5'UTを 含 む5'側の 短腕 を




な お 、PCRに 用 いた プ ラ イマ ーに は 、5'側にNotlサイ ト(Forwazdprimer1,2)、XhoI
サ イ ト(Reverseprimer)を付 加 した 。
3'側の 長腕 に は 、129!SVJマウス 由来 の ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー か らプ ラ ー クハ イ
ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ り単 離 した 、MCPの エ キ ソ ン4。6を含 む約6kbのDNA
断 片 を用 いた 。 また 、 このDNA断 片 には 、5'側にEcoRIサ イ ト、3'側にSalIサイ
トを付 加 した 。 これ ら短 腕 、長 腕 は 、遺伝 子 欠 失 用 ベ クタ ー 、pPNrベ クタ ー に組 み
込 み 、MCPの エ キ ソ ン1-3を ネオ マ イ シ ン耐性 遺 伝 子 に置 き換 え る よ うな 夕 一ゲ テ
ィン グベ クタ ー を作 製 した(図3-2A)。
3-2-2MCP欠損 マ ウス の 作 製
マ ウスMCP遺 伝 子 を欠 失 させ るた め に 、3-2-1で作 製 した 夕 一 ゲテ ィン グベ ク ター
を(図3-2A)、D3embryonicstem(ES)cellにエ レク トロポ レー シ ョ ン法 に よ り導 入 し
た 。G418で選 択 後 、 そ の ゲ ノムDNAか らPCRに よ り6個 の ポ ジテ ィブ コ[コニ ーを
選 別 した。 さ らに、 予想 ど お り相 同組 み 換 え が起 こって いる細 胞 株 をDNAblot解析
に よ り、3ク ロ ー ン選 別 した 。 この3つ の細 胞 株 は 、C57BL/6Nマウス の ブラス トシ
ス ト期 の胚 に イ ンジ ェ ク シ ョン した 。そ の 結 果 、ge㎜Iineに夕 一 ゲ テ ィ ングア リル
を も つ キ メ ラ マ ウス が生 まれ 、 そ の マ ウス と野 生型 マ ウス との 交配 に よ り、MCPヘ
テ ロ(+/一)マウス を得 た(F1マ ウス)。さ らに 、F1マ ウス 同士 の 交 配 に よ り、MCP-/一
マ ウス を得 た(F2マ ウス)。解 析 には 、主 に 、F2マ ウス また は 、F2マ ウス 同士 の 交
配 か ら得 たF3マ ウス を用 いた 。
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3-2-3DNAblot解析
ゲ ノムDNAは 、ES細胞 や マ ウス の尾 か ら既 報 の 方 法 に従 って した抽 出 した(ref49)。
各 遺 伝 子 型 の ゲ ノムDNAは 、βo〃2H夏制 限酵 素 に よ り消化 し、 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル の
変性 、 中 和 を経 て 、 ナ イ ロ ン膜(Hybond-N+membrane)に転 写 した 。 そ の 転 写 膜 は 、
MCPの エ キ ソ ン7に 相 当 す る塩 基 配 列(92bp)を プ ロ ー ブ と し、 ハ イ ブ リダ イ ゼ イ
シ ョ ンバ ッ フ ァー(Expresshybridizationbuffer)と60℃、1時 間反 応 させ た 。数 回 の




3-2-5ウサ ギ抗 マ ウスMCPポ リク ロー ナ ル抗 体 の 作 製
マ ウスMCPに 対 す る ポ リク ローナ ル 抗 体 を作 製 す る ため に 、MCPの 抗 原 の作 製 を
行 っ た 。 マ ウスMCPタ ンパ ク質 を発 現 させ るた め の プ ラ ス ミ ドDNAは 、MCPのN
末 端 にKozak配列 、C末 端 に ヒス チ ジ ンが6つ 付 加 す るよ うに構 築 したDNA配 列 を
ほ乳 類 発 現 ペ クタ ーpME18sのEcoRIサイ トに挿 入 し、作 製 した 。MCP抗 原 と して 、
この プ ラ ス ミ ドDNAをRK13細 胞 にlipofectAMINEReagentを用 いて 導 入 し、 細 胞
その もの を用 いた 。以 下 の 方 法 ば 、1-2-3参照 。
-
1-2-4参照 。
3-2-7糖鎖 消化 処 理
MCPの 糖 鎖 付 加 を調 べ るた め に 、N-glycosidaseを用 いて糖 鎖 消 化 処 理 を行 った 。 方
法 は 、1-2-8参照 。 また 、反 応 させ たサ ンプル はSDS-PAGEで分 離 し、 ウサ ギ抗 マ ウ
スMCP抗 体 に よ るproteinblot解析 で シ グナ ル を検 出 した 。
3-2-8免疫 染 色
精 巣 上 体 か ら精 子 を分 離 し、40℃、5分 間 の乾 燥 で ス ラ イ ドガ ラ ス に 精 子 を付 着 させ
た 。以 下 の 方法 は 、1。2-7参照 。 また 、 マ ウスMCPは 、20ｵg!皿の 抗 体 濃 度 の ウサ
ギ抗 マ ウスMCP抗 体 を用 いて検 出 した 。
44
3-2-9FAGS
マ ウスMCPとDAFの 精 子 膜 表面 上 と先 体 内膜 の 発 現 、 お よび精 子 中 のtotalprotein
量 をFACSで 調 べ た。精 子 の膜 表 面 は 、精 巣 上 体 か ら精 子 を分 離 し、PBSで 数 回洗
浄 後 、抗 体反 応 を行 った 。先 体 内膜 は 、精 子 をTYHで2時 間培 養 後 、終 濃 度10ｵMCat+
イオ ノフ オアA23187(Sigma社)で20分間 培 養 した もの を用 いた 。 また 、FACSの
方 法 は 、1-2-6に従 った。MCPとDAFのtotalprotein量は 、PLP固定 液 を用 いて 行 っ
た 。詳 細 は 、精 巣 上 体 の 精 子 をPBSで 洗 浄 後 、 ボル テ ックス で撹 拌 しな が らPLP固
定 液 を11nl加え、4℃ 、20分間静 置 した 。再 度PBSで 洗 浄後 、0.4mg/mlsaponin/10%
goatse㎜(二次 抗 体 と同 じ動 物 種)凪(Sバ ッフ ァー で室 温 、1時 間静 置 した 。 同様
の バ ッフ ァ ーで各 一 次抗 体(ウ サ ギ抗 マ ウスMCP抗 体;50ｵg!ml,ウサ ギ 抗 マ ウス
DAF抗 体;25ｵg/ml)を希 釈 した抗 体 反 応 液 で4℃ 、1時 間 反応 、数 回 の洗 浄 後 、 二 次
抗体 を 反応 させ た 。
3-2-10体外 受精
8週齢 の 雌 のBDF1マ ウス を過 排 卵 させ る た め に 、マ ウス の 腹腔 に51Uのpregnant:mare
serumgonadotropin(PMS)(Sigma社)を注 入 、48時 間後 に51Uのhumanchorionic
gonadotropin(hCG)(Sigma社)を注射 した 。13-15時間後 に卵 管膨 大 部 か ら未 受 精 卵
を回 収 し、TYH培 地 で培 養 し、0.01%(wlv)Hyaluronidase(Sigma社)によ り卵 丘 細 胞
を取 り除 い た。 また 、透 明 帯 を取 り除 く場 合 は 、acidictyrode(Sigma社)を用 い た 。
精 巣 上 体 か ら得 た精 子 は 、TYH培 地 で37℃ 、2時 間培 養 後 、終 濃 度1-2×105sperms/ml
に な る よ うに卵細 胞 の含 まれ る培 地 に加 え た 。
3-2-11輸卵管 中 に お け る受 精率 の測 定
3-2-10のよ うに過 排 卵 マ ウス を準 備 し、hCG注 射後 に各 遺 伝 子 型 の 雄 マ ウス を 同 ゲ
ー ジ に 入 れ た 。次 の 日の朝 、 雌 の 窒 に プ ラ グ を確 認 後 、卵 管 膨 大 部 よ り卵 細 胞 を採
取 した 。 ま た この 時 、細 胞 質 が 異 常 な卵 細 胞 は取 り除 い た 。受 精 卵 と未 受 精 卵 の違
い は 、Hoechst33342(Sigma社)染色 に よ って 、前 核 を染 め 蛍 光顕 微 鏡 下 で観 察 す る
ことで 、確 認 した 。
3-2。12C3沈着解 析
MCP欠 損 マ ウス の精 子 上 で のC3の 沈 着 は 、FACSによ って調 べ た 。精 巣 上 体 か ら分
離 した 精子(1×107個)は 、TYH培 地 で37℃ 、2時 間 の前 培 養 を行 った 。 ま た 、先
体 反 応 後 の精 子 は 、終 濃 度10ｵMのCa2+イ オ ノフ ォア を加 え調 製 した 。数 回の 洗 浄
後 、 そ れ らの精 子 は 、1110,000希釈 のOBF13で 感作 を行 い、GVB2"で希 釈 した10%
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マウス血清を加え、37℃、20分間で補体の活性化を助長 した。その精子は、数回の
洗浄後・1/50希釈のヤギ抗マウスC3抗 体で精子上のC3沈 着量を測定 した。
3-2-13先体反応の解析
MCPの先体反応での関与を調べるために、MCP-/.マウスにacrosin/EGFPマウスを交
配 し、EGFP-MCPKOとなるダブル トランスジェニックマウスを作製 した(3-1-2参
照)。また、この解析のコン トロールマウス(野 生型EGFPマウス)は 、GFP-MCPKO
を作製する時に生まれた同腹のマウスを用いた。精巣上体から分離 した精子は、㎜
培地で37℃、20分間のSw㎞一up後、15分間隔で経時的に自発的な先体反応をFACS




マウスMCPのmRNAは 、ヒ トMCPとは異な り、精巣に特異的に発現 しているこ
とが報告されている(ref16)。タンパク質 レベルでの発現分布を確認するために、ウ
サギ抗マウスMCP抗 体を作製 し、様々なマウス組織でのproteinblot解析 を行った。
その結果、タンパク質レペルでも同様に精巣特異的なMCPの 発現が確認された(図







イシン耐性遺伝子 に置 き換 え、MCP遺 伝子 を欠失させた(図3-2A)。また、正常に
相同組み換えが起 こっていることを確認するために、ES細胞 または、マウスの尾か
らゲノムDNAを 抽出 し、β硼HI消 化後、エキソン7の 部分のDNAを プローブとし
てDNAblot解析で確認 した。その結果、それぞれの遺伝子型、+/+で22kb、一/一で14kb、






たmRNAが 発現 していることが分かった(図3-2C)。そこで、この トランケー トし
たmRNAが翻訳されているのかを調べるために、精巣 と精子のproteinblot解析を行
った。その結果、RNAレ ベルでは、 トランケー トしたMCPが 発現 しているにもか
かわ らず、タンパク質 レペルでは、全 く発現 していないことが確認された(図3-2D)。






る。2)精子は、透明帯 と結合 し、先体反応を起 こす。先体(acrosome)は、精原細
胞の細胞小器官由来の器官で、先体反応 は、先体外膜 と細胞膜 との融合 によって外
側の膜が遊離 し、先体内膜(inneracrosomemembrane)が露 出する現象である。また、
実験的にこの反応は・Ca2+イオ ノフォアによって誘導可能である。3)先体反応 を終














F1マウス同士を交配 して得 られるF2マ ウスの遺伝子型は、野生(+1+):ヘテロ
(+/一):ホモ(≠)=26:58:28(匹)とほ1まメンデルの法則 に従 った。また、MCP欠損
マウスは、雌雄 ともに健康に育ち、外見的にも何 ら異常は認め られなかった。
3。3-5MCP欠損雄マウスの平均産仔数 と受精率





して、雄のMCP欠 損マウスの平均産仔数8.2、9.0と若干数ながら、MCP欠 損マ ウ
スのほうが多 く出産 される傾 向があることが分 かった。さ らに、近交系マ ウスの
C57BL/6Nマウス、DBA!2Nマウスの雌 と交配させても、MCP欠 損マウスのほうが








3-6)。C3の分解産物の沈着 を考慮すると、MCPは 、完全に補体制御分子と して機







は先体の外に分泌され先体部の蛍光が消失す る(図3-7)。この性質を利用 して、よ り
正確な先体反応の経時変化を調べるために、EGFP-MCP欠損マウスを作製 し、その
解析を行った。
精子 は、TYHと いう特殊な培地で飼 うことで、自然に先体反応を起 こす。精巣上
体から得た精子 をTYH培 地でインキ ュベーション後、15分ごとにFACSに よって
先体反応 した精子の割合(%)を もとめた。その結果、有意にMCP欠 損マウスの方
が先体反応 しやすいことが分かった(図3-8)。この結果から、MCPは 、精子 と卵細


























図3・1マ ウスMCPの 組 織 分 布 と糖 鎖 修 飾
Aマ ウ スMCPの 組 織 分 布 様 々 な マ ウス組 織 を可 溶 化 し、 それ ぞ れ タ
ンパ ク質 量100ｵgずつ を12.5%(w!v)アク リル ア ミ ドゲ ル を 用 いて 、 非 還
元 下 でSDS-PAGE＼proteinblot解析 を行 った 。 ま た 、マ ウスM(;Pは、 マ
ウスMCPポ リク ロー ナル抗 体 を用 いて 検 出 した 。
Bマ ウスMCPの 糖 鎖 修 飾 精 巣 上体 の 精子 を可 溶化 後 、N-glycosidase
を 用 いて糖 鎖 を 消 化 した 。N-glywsidase未処理 の精 子 可 溶 化 物 は、46.4
kDaの分 子 量 を示 す の に対 して 、処 理 した も の は 、35.9kDaの分子 量 に













































図3・2MCP欠 損 マ ウスの 作 成 とそ の確 認
AMCP欠 損 マ ウスの 夕 一 ゲ テ ィ ングベ クタ ー マ ウスM(;Pのエ キ ソ ン1-3を
ネオ マ イ シ ン耐 性 遺 伝 子 に置 き換 え、MCP遺 伝 子 を欠 失 させ た 。
BI)NAblot解析 マ ウス 尾 か らゲ ノムDNAを 抽 出 後 、Ba〃2HI(B)消化 した ゲ
ノムDNAを0・8%(w!v)アガ ロ ース ゲル で 分 離 した。DNAを ナ イ ロ ン膜 に転写 後 、
エ キ ソ ン7(ST)の塩 基 配 列 をプ ロー ブ と して 、DNAblot解析 を行 っ た(1)。ま
た 、5'側の 配列 の確 認 は 、 図 に示 され た プ ラ イ マ ーを用 いてPCRを行 った(2)。
CRNAblot解 析 各 遺 伝 子型 の マ ウス の 精 巣 か らtotalRNAを抽 出 し(20ｵg)、
MCPの全 長 のcDNAをプ ロー ブに用 いて 、RNAblot解析 を行 った 。
1)Proteinblot解析 各 遺 伝 子 型 の精 巣 、精 子 の タ ンパ ク質 を可 溶 化 し、各 タ
ンパ ク質 を100ｵgずつ非 還 元 条件 下 、12.5%(w!v)ポリア ク リル ア ミ ドゲ ル の
SDS-PAGEで分 離 した 。PVDF膜に転 写 後 、 マ ウスMCPポ リク ロー ナ ル抗 体 で
MCPを検 出 した 。
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図3・3一般的なほ乳類の受精のステ ップ1.精 子の透明帯への結合 精子が透
明帯と結合すると、先体反応 と呼ばれる反応 が起 きる。2.先体反応 先体
(acrosome)は、精原細胞の細胞小器官由来の器官で、先体反応は先体外膜 と細胞
膜 との融合によって外側の膜が遊離 し、先体内膜(inneracrosomemembrane)が露













































































図3・5MCP欠損雄マウス と近交系雌マウス との自然交配 と輸卵管内での受精率
A近 交系マウスとの自然交配 近交系雌マウス、C57BL/6N、DBA/2Nとの交配
から一腹 ごとの平均産仔数をもとめた。C57BL/6Nは、14例、DBA!2Nは、32例の
















































































と類似 し、マウスMCPを 解析することによ り、ヒ トの精巣型MCPの 機能を予測 し
うると考えられる。
ヒ トのMCPは 、C3b、G4bに結合 し、FactorIのコファクターと して補体を制御す




上に補体 レセプターCR1およびCR3が発現 し、C3bダイマーをヒ トの卵細胞と培養
することでCabが卵細胞膜に付着すること、同様に、精子においてもC3bダイマー
が先体に付着 し、さらに抗 ヒトC3抗体 または、抗 ヒ トMCP抗 体を精子に処理する
と、精子 と卵細胞の結合、融合が同程度阻害 されることから、精子上のMCPと 卵細




に、他のscRタ ンパク質、GPI型DAF、crryの欠損マウスも、受精に関 しては何 ら
異常は見いだされていない(ref20,57)。これ ら、補体制御 タンパク質は、体細胞中









は、その機能に矛盾が生 じる。 しか し、ヒ トの精子をヒ トMCP抗体で処理 した時、
精子 と卵細胞 との結合、融合を有意に阻害するという現象は、ヒ トのMCPに 抗体が
結合することで、ヒ トMCPを介 した先体反応の負のシグナルが入 り、先体反応を し
59
ている精子 が減少 し、結果的に、卵細胞 と精子の結合、融合が阻害 されるとも考え






61)。しか し、ヒ トにおいて、それ ら分子の うちADAM1、ADAM3は 、pseudogene
であ り(ref62-63)、卵細胞 と精子の相互作用に必要とされない分子である。今回解
析 したマ ウスMCPは 、 ヒ トMCPと は異なり、受精に直接影響する分子ではないこ
とが明 らかになった。 この ことから、マウスのMCPの 機能は、種間の違 いによ り、
ヒ トのMCPと は異なる機能 を保持する可能性も考えられる。
精子の先体反応は、受精を完成するうえで非常に重要なステ ップの1つ である。
これ まで、先体反応 に関わる分子は、多数報告 されている。その中でも、最近報告
された・PLC(PhospholipaseC)δ4欠損雄マウスは、透明帯との結合で先体反応が誘
導されないことで・不妊 になることが示 された(ref64)。このことから、精子の先体
反応は、イノシ トール1,4,5一トリス リン酸(IP3)のシグナル伝達を介 したCa2"の流
入が必要であると考 えられる。さらに、セ リンプロテアーゼであるacrosin欠損雄マ
ウスは、従来予測 されていた、卵透明帯 を構成する糖タンパク質の限定分解 に問題
がな く、有意に先体反応の遅延が認め られた(ref65)。本研究で示された、MCP欠
損雄マウスは、補体の制御ではな く、野生マウスに比べ先体反応が有意に早 くな り、
その受精率、産仔数にもこの現象が反映する。 しか し、acrosin、MCPともに、その
現象か ら先体反応の制御 に関わ る分子であることが示唆されるが、さらに詳細な分
子間での役割は知 られて いない。も し、細密な分子間の関係 を明 らかにすることが
できれば、先体反応の分子機構の解明に近づ く結果になると考えられる。
今回、筆者は、マ ウスのMCPが 、先体反応を制御する分子であることを明 らかに
した。マウスの補体制御分子は、MCP以 外にも精巣 または、精巣上体 に非常に多 く
発現 している。 しか し、 これ ら分子の発現意義は、はっきりとは知 られていない。
そのため、それ らの分子(細 胞膜貫通型DAF、C4bp、sp56、CD59b)の機能解析 と欠
損マウスの作製が期待 され、また、これ らの分子の様々な組み合わせでの欠損 マウ





2)ニ ワ トリのCrempは、ヒ トMCP、DAFに機能的、構造的に類似する分子であり、






一次構造上で類似する分子であ り、血清で多量 に存在する ことから、可溶型の





7)マ ウスのMCPは 、精巣特異的に発現 し、精子上では、先体内膜に局在 していた。
8)精 子に発現するマウスのMCPは 、補体の制御や、精子 と卵細胞の結合に直接影




本研究では、マウス、ニ ワ トリ、ヤツメウナギの補体制御分子について解析 し、
いくつかの新 しい知見を得ることができた。補体制御分子は、今回解析 した、獲得
免疫を持 たない動物種であるヤツメウナギのような下等な動物種か ら、ヒ トに至る
まで幅広い動物種で保存されていることが明らかになった。ヒ トのSCR型 補体制御
分子の遺伝子は、染色体1q32に位置 し、RCAと 呼ばれる遺伝子集落を形成するこ
とが知 られて いる(ref1-2)。これ らSCRタンパク質は、分子の保持する個々のSCR









2では、現在 まで祖先分子に相当するものが単離されていない。 しか し、本研究で単
離 したCrempやlaSCRpは、Group2で高 く保存 されている補体制御 に必須なSCRド
メインを保持 してお り、現在 までに報告 されている下等動物の補体制御 タンパク質
で、最も進化的に古い動物種であることか ら、既知のほ乳類のSCRタ ンパク質よ り
も祖先分子に近い分子であることが考えられる。特に、IaSCRpのSCRドメインは、
部分的に両 グループの機能 ドメインが高 く保存 されていることから、両 グループ共
通のプロ トタイプに近 い分子 と考えられ る。両 グループに共通 に保存 されて いる
laSCRpの保持するSCRド メインによ り、Group1は、laSCRpのSCR5様のものか ら、
Group2は、SCR2-3もしくは、SCR6-7様のものから派生 して現在のような機能分子
が形成されたと推測 される。このように、Cremp、IaSCRpの単離 と機能解析の結果




ほ乳類の ヒ トとマ ウスでは、補体制御分子は補体の制御以外に機能 している こと
が多数報告されている。本研究では、マウスのMCPが 、補体制御分子であ りなが ら、
受精のステ ップの先体反応で機能する分子であることを明 らかに した。マウスでは、
62
ヒ トとほぼ同様の種類の補体制御分子が発現 しているが、それ らの発現分布は極端
に精巣に集中 している。これは、進化の過程の中で、精巣で発現する分子が補体の
制御分子 として利用されたのか、補体制御分子 が進化上のある地点で受精に利用さ
れたのかは不明であ り、興味深 い問題である。ほ乳類 よりも下等な動物で単離され
たニワ トリのCrempは、ヒ トのMCP同 様に全身に発現 している。このことから、
少なくとも鳥類のCrempは、補体制御 を主要な働きとする分子のようである。 しか
し、精巣型CrempやCremp以外の精巣特異的な補体制御分子が存在 し、MCPと 同





製 し、精子上のSCRタ ンパク質の機能を解析することが必要 と考えられる。本研究






















図5分 子 系統樹 と類似 す るSCRドメイン
A分 子 系統樹 既知のSCRタンパク質のneighborjoiningtreeを作製 した(r f6(り。
B類 似 す るSCRドメイン 個々のSCRドメインの相同性 から、類似するものを同
じ模様で示 した。黒塗 り(■)、白点(鋼)は、2つのエキソンか ら成 り、機能的に必須
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